アツミカブ ヌカドコ ジュクセイチュウ ノ ビセイブツ フローラ ト ヌカドコ カラ ブンリシタ コウボ ノ ドウテイ by 河東田  茂義 et al.
山形大学紀要(農学)第11巻第4号:789-795.平成 5年1月
Bull. Yamagata Univ.， Agr. Sci.， 11(4) : 789-795. Jan. 1993 
アツミカブ糠床熟成中の微生物フローラと
糠床から分離した酵母の同定
河東田茂義・高橋文秀・小河充佳・上木勝司・上木厚子
(山形大学農学部生物資源利用学講座)
(平成4年9月1日受理)
Changes in Microflora in Salt Rice-bran Paste for‘Pickling 
Roots of the Red Turnip，“Atsumi-kabu" and Identification 
of Yeasts Isolated from the Salt Rice-bran Paste 
Shigeyoshi KATOHDA， Fumihide T AKAHASHI， Mitsuyoshi OCA W A， 
Katsuji UEKI and Atsuko UEKI 
Section of Bioresource Utilization， Faculty of Agriculture， 
Yamagata University， Tsuruoka 997， Japan. 
(Received September 1， 1992) 
Summary 
Microflora and constituents of salt rice-bran paste for pickling roots of the red turnip， Brassica com. 
testris var. rapifera，“Atsumi-kabu" were examined during 20 days of aging. As the aging proceeded， con. 
centrations of organic acids markedly increased. The main organic acid was lactic acid. Lactic acid bac 
teria were the dominani bacteria and increased to the density at over 1 X 109 colony forming units 
(CFU) /g after 3 days. The density of yeasts increased in the early stage， and the total count of yeast 
reached 1 X 107 CFU/g after 3 days and 8 X 107 CFU/g after 20 days. Over the aging period， De. 
baη側 yceshansenii was a dominant yeast species. Pichia ohmeri was detected after 20 days， and Rhodo 
torula sp. was detected after 3 and 7 days. Lactic acid bacteria and D. hansenii seemed to play impor-
tant roles in the aging of “Atsumi-kabu" salt rice-bran paste. 
An isolate of D. hans仰れ showeda marked osmotolerance and actively produced ethanol and arabi-
tol even in a culture medium with 20% glucose. 
I.緒 言
赤カブの一品種であるアツミカブは山形県庄内地方の
特産品であり，おもに酢漬として市販されでいる また，
古くから家庭では短期間で簡単につくれる漬物としてア
ツミカブの糠漬が行われてきたが，熟成中の糠床の微生
物叢や成分の変化については明らかにされていない.一
方，日本古来の糠みそi貨の糠床の熟成には乳酸菌1.2)や
酵母3)の関与が知られている.本研究では，アツミカブ
糠漬熟成中の糠床の菌叢と発酵生成物の変化を調べた.
さらに糠床から酵母を分離し若干の性質を調べ，糠漬
の熟成における酵母の役割について検討した.
H.材料と方法
1.糠漬の方法古くからアツミカプ (Brassicacom-
μstris var. rapij切aの一品種)の主産地として知られて
いる山形県温海町地域と同様に，山形県鶴岡市石山地区
で山林傾斜地を利用した焼畑農法で栽培されたアツミカ
ブ1.5kgに糠 135gと食塩 45gを均等にまぶし， i寅樽
中で約 3kgの重石をして，室温で20日間熟成させた.
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2.糠床試料の採取 経時的に糠床を採取し，各種細
菌および酵母の菌数と糠床成分の分析用の試料と した.
なお，糠床試料は採取直前に糠床全体をよくかき まぜて
均一にした上で採取した.
3.微生物の言十数と分離方法
( 1 )培地および計数方法
細菌および酵母の計数は以下の培地を用いて希釈平板
法で行った.酵母の計数にはクロラムフェニコール添加
MY寒天培地(麦芽エキス 3g，酵母エキス 3g，ペプト
ン5g，グルコース 10g，ク ロラムフェニコール 0.1g， 
寒天 20g，蒸留水 1-1，pH5.0)を用いた.細菌の計数
には一般細菌計数用培地として普通寒天培地を，乳酸菌
の計数には BCP加プレートカウ ント寒天培地(栄研化
学製)を， グラム陰性細菌の計数には CVT寒天培地
(栄研化学製)を用いた.
糠床試料 19を採取後すみやかに 9mlの滅菌水に懸
濁し，さらに滅菌水で10-3から10-7希釈までの適当な
段階に希釈した.糠床希釈液 1mlを約500Cに保ち溶解
させておいた約 15mlの各種計数用培地と シャーレ内で
よく混合したのち，培地を固化させ， 300Cで3日間培養
した.総菌数は糠床 19当たりのコロニー形成単位
(CFU/g)として表した.
( 2 )酵母の分離および同定
クロラムフェニコ ルー添加MY寒天平板に形成したコ
ロニーのうちから無作為にコロニーを釣菌した.これら
についてクロラムフェニコール添加MY寒天平板培養に
よるコロニーの再分離を繰り返し， 25菌株の酵母菌株を
純粋分離した.分離菌株の保存にはトマト寒天斜面培地
6)を用い，分離菌株の同定試験は Bernettらの
“YEASTS Characteristics and Identification" 2nd edYお
よび飯塚，後藤5)の方法に準じて行った。
( 3) Debaryomyces hanseniiの培養
Debaryomyces hans四“と同定された(本文参照)酵母
分離菌株 K-31株および同定の基準に用いた菌株である
D. hans開口 IFO-00l5株 (CBS 789; ATCC 20278)と
IFO-0017株 (CBS790; NRRLY-1451)について，高濃度
のグルコース存在条件におけるエタノールおよびポ リ
オール発酵能を調べた それぞれグルコー ス濃度20%
(w/v)および40%(w/v)を含む YEPD培 地に 105
cells/mlの菌濃度になるように菌懸濁液を接種し，静置
条件で30oC，15日間培養した.
酵母の増殖は 660nmの吸光度の変化で調べた.
4.分析方法
還元糖は DNPA法7)により，食塩濃度はクロム酸カ
リによる滴定法 (Mohr法)により測定した.発酵生成
物については，アルコール濃度8)とアラ ビトール濃度9)
は河東田らの方法，脂肪酸は Uekiら10)の方法に従いガ
スクロマ トグラフィーにより測定した.グリセロール濃
度はグリセロールFキット(ベー リンガー ・マンハイ
ム・山之内株式会社)により測定した.分離酵母及び基
準として用いた菌株の菌体の構成糖は河東田ら9)の方法
に従いガスクロマトグラフィーにより分析した.菌体構
成糖分析試料には Burkholder改変培地6)で， 30oC， 2 
日間振盤培養して得た菌体を凍結乾燥して用いた. pH 
はpHメーター (Horiba，M -8 )を用いて測定した.
:1.結果および考察
1.糠床熟成中の変化
( 1 )糠床熟成中の成分変化
アツミカブ糠床の20日目までの食塩，還元糖および脂
肪酸濃度と pHの変化を Fig.1に示した.食塩濃度はカ
ブからの浸出液による希釈で3日目までに急速に低下し
たが，その後14日目には約12%(w/v)になり安定した.
糠漬開始時の糠床に約 1% (w/v)含まれていた還元糖
は， 3日目までに0.27%(w/v)まで低下したが，その
後14日目までに約0.8%(w/v)まで増加した.カブから
の糖の溶出が起ったことが示唆された.なお， 20日後で
も0.63%(w/v)の還元糖が存在していたが，これは糠
漬の甘味に寄与していると思われる pHは熟成初期に
急速に低下し， 14日目で pHは3.7となり安定した.こ
の pHの変化は，脂肪酸の生成， 特に熟成3日固までは
酢酸，その後は多量の乳酸の生成 (Fig.1-B)よるもの
と思われた.また，酪酸，イソ吉草酸，コハク酸も微量
生成され (Fig.1-C)，これらが乳酸，酢酸と共に糠漬の
旨味や香りに関与していると思われた.なお，カブ表層
に存在していた赤色色素は熟成初期に糠床に溶出され，
糠床は鮮やかなピンク色を呈した.‘熟成が進むにつれて
カブの内部まで色素が浸透し，カブの内部もピンク色に
染ま った.
( 2 )糠床熟成中の菌叢の変化
糠床熟成中の菌叢の変化を Fig.2に示した.酵母は初
発時の糠床には 7X103CUF/g計数されたが 3日後に
は1X 107CFO/gに増加した.その後， 14日目までに
106CFU/gレベルに減少したが， 20日後には 8X
107CFU/gまで再び増加した.このように酵母は糠床熟
790 
125 
、、企一一一一-A
アツミカプ糠床熟成中の微生物フ ロー ラ 河東田・ 高橋 ・小河・上木(勝)・土木(厚)
9 
7 
5 
???
???
??
?
?
?
? ?
???
4 
冶~
10 ~ 
u 
'" z: 
7 
20 
? ?
? ?
???
? ?
1.0 
( .
} 
~ 
帽
σ、
コ
的 0.5
cl 
z 
p 
ιs 
=ョ
可コ
QJ 
" 
3 
???。↑
20 1 5 
(days) 
'10 
tlme 
5 
Aging 
。。B 
。
Fig. 2. Changes in microflora of the salt rice-bran 
paste for pickling roots the red turnip， 
‘Atsumi-kabu" during aging. 
Colony counts of yeasts (0)， bacteria (Nu-
trient agar) (・)， lactic acid bacteria (ム)，
and gram-negative bacteria (企)
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乳酸菌は初発時の糠床でも 6X 105CFU/g計数された
が， 3日後には 9X108CFU/gに増加し，以後， 20日ま
でほぼ同じレベルに保たれた.グラム陰性細菌は初発時
の糠床には 8X105CFU/g計数されたが， 3日後には 2
X108CFU/gに増加した後，急速に減少し， 20日後には
8 X 103CFU/gまで滅少した.熟成初期の pHの急激な
低下は主に酢酸の生成によるものと恩われ，酢酸生成菌
の関与が示唆されるが，この菌の計数は今後の課題であ
る 一般細菌計数用培地での計数では，菌数は初発時の
糠床では3X 106CFU!gであったが， 3日後には 1X 
104CFU/gに減少した以後，わずかづっ増泊し， 20日
後には 2X105CFU/gに達した.
2.分離した醇母の同定
( 1 )熟成中の醇母のフローラ
3日目 7日目，14日目， 20日目の各糠床からそれぞ
れ8菌株 (K-31，K-32， K-33， K-34， K-35， K-51， K-52 
および K-53)， 3菌株 (K-81， K -101および K-102)， 10 
菌株 (K-ll，K-12， K-13， K-21， K-22， K-23， K-24， K-25， 
K-43およびK-44)， 4菌株 (K-41，K-42， K-71および
K-91)の酵母を分離した.これらの酵母25菌株のうち22
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Fig. 1. Changes of concentrations of NaCl， reduc-
ing suger and organic acids in the salt 
rice-bran paste for pickling roots of the 
red turnip，“Atsum-kabu" during aging. 
A : 0， reducing sugar ; .， NaCl ;ム，pH.B 
0， lactic acid;.， acetic acid: C 0， 
butyric acid;. ， succinic acid;ム iso-
varelic acid. 
10 15 
Aging time (days) 
成の初期および後期に増加する傾向を示したが，後期に
は糠床表面に基本的に酵母細胞により構成された皮膜の
形成が認められたことから，熟成後期における酵母の増
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菌株は，形態学的特徴，食塩耐性，発酵性，生理的試験 りである.
などの結果から 4グループに群別されたが，残りの 3 グループ1: 10% (w/v)の食塩存在下で生育が抑制
菌株は 4つのいずれにも群別されなかった.その結果を されず，白ないしクリーム色の滑らかなコロニーを形成
Table 1に示した.各グループの特徴を示すと次のとお し，細胞はほぼ球形で多側面出芽による増殖を示した.
Table 1. Physiological properties of yeast strains isolated from the salt rice-bran paste for 
pickling roots of the red turnip，“Atsumi-kabu'¥ 
Group' Strain' • 
1 2 3 K-53 K-91 K-I0l 
Assimilation' 
Arabinose + ND ND 
Maltose + + + + 十
Cellobiose + 十 + + + 
Melibiose + 
Melezitose 十，一 + + ND ND 
lnulin + + + ND ND 
Erythritol + 
Xylitol + +一 + ND ND 
Inositol +一 + + + 
Glucuronate + ND ND 
Galacturonate + + ND ND 
Citrate 十一 十 +，一
Ethanol + + + + + 
KN03 + 
Ethylamine + 十 ND ND 
Cadaverine + + ND ND 
Fermentationb 
Glucose + + 
Galactose 十一 十一
Sucrose + + 
Growth in vitamin-
free medium +，一
Growth at 37'C + + + 
Growth in 60 % 
glucose medium + + 
Growth in NaCI medium (%) 
10 + + W W W + 
20 W w 
Urease activity + + + + 
a : AII the strains tested were positive (+) for assimilation of glucose， galactose， raffinose， 
mannitol， galactitol， and keto-gluconate， and negative (-) of lactose and starch. 
b : AII the strains tested were -for fermentation of maltose aAnd lactose. w : weak. ND : not 
determined. 
" Group 1: Debaryomyces hansenii ; Group 2: Pichia ohmeri ; Group 3: Rhodotorula sp 
・，Strains other than those in the groups. 
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K-31， K-32， K-33， K-34， K-35， K-41， K-42， K-43， 
K-44および K-51の10菌株がこのグループに属し，熟成
3日目の高い食塩濃度のときに最も多く検出されたが，
熟成後期にも検出された.
グループ2 : 10% (w/v)の食塩存在下で生育が抑制
されず，クリーム色の滑らかなコロニーを形成し，細胞
は長形で，出芽によって増殖した. K-71および K-81
の2菌株である.
グループ3: 10% (w/v)の食塩存在下で生育が抑制
され，赤色またはピンクのコロニーを形成し，細胞は球
状で，出芽によって増殖した. K-52および K-102の2
菌株であり，熟成初期に検出された.
グループ4: 10% (w/v)の食塩存在下で生育がおそ
く，白ないしク リーム色の滑らかなコロニ をー形成し，
細胞は球状，楕円体形または長形で，出芽によって増殖
した. K-ll， K-12， K-13， K-21， K-22， K-23， K-24お
よび K-25の8菌株であり 熟成中期の14日目からのみ
検出された.このグループについては，食塩耐性が弱い
ため，熟成への関与は少ないものと思われ，同定を試み
なかった.
K-53， K-91および K-101株は上記の 4グループのい
ずれにも属せず，細胞は球形で，出芽によって増殖した.
K-53とK-91株は赤色のコロニーを， K-101株はクリー
ム色のコロニーを形成した.
( 2 )分離酵母の同定・記載
分離酵母25菌株を炭素i原，窒素源の資化性，ビタミン
要求性，生理試験，その他の結果 (Table1 )から Bar-
nettら4)の記載を参考にして，以下のように同定した.
グループ2の2菌株， K-71， K-81の資化性及び生理
試験の結果はBarnettら4)のP.ohmeriの記載とほとんど
一致したが，子嚢胞子の形成および皮膜形成能は認めら
れなかった. 20% (w/v)の食塩存在下において弱い増
殖が認められた (Table1 )ことから，この酵母も熟成に
関与していると思われた.
③グループ3: Rhodotorula sp.と同定された.
グループ3の2菌株， K-52， K-102はともに Barnett
ら4)の記載に基づいて同定すると Rhodotorulaspまたは
Cη'ttococcus sp.のいずれかに属すると思われた.しかし，
2菌株とも細胞外層にでんぷん様物質を生成しなかった
ことから Rhodotorulasp.と同定された.皮膜は形成し
なかった. 10% (w/v)の食塩存在下ではほとんど増殖
しないことから熟成への関与は少ないものと思われる.
なお， 4グループのいずれにも属さない K-53，K-91， 
K-101の3菌株は， Barnettら4)の分類によっては同定
することができなかった.
糠みそ漬の酵母の分類学的研究では Candida属酵母
が酵母の優勢種であると報告3)されている.アツミカプ
の糠漬においても，グループ4に Candida属が含まれ
ている可能性があるが，同定できた優勢穫はグループ1
のD.hanseniiであった.この菌叢の違いは，アツミカ
ブに含まれる成分の影響や糠床が普通の糠みそj責のよう
な4ヶ月以上という長期間の熟成ではなく 2週間とい
う短期間で熟成が完了することや糠みそ漬に比べ食塩濃
度が高いことなども影響していると思われた.なお，こ
れらの酵母がカブに由来するのか糠に由来するのかは今
後の検討課題である.
①グループ 1: Debaryamyces h側 seniiと同定された ( 3) D. hansenii K-31株の性質
グループlの菌株， K-31， K-32， K-33， K-34， K-35， アツミカブの糠床中の酵母のうちの優勢種と思われる
K-41， K-42， K-43， K-44， K-51の10菌株は，資化性及 D. hans側 iの生理的特性を検討するために K-31株を代
び生理試験の結果が Barnettら4)のD.加附閉口の記載と 表菌株として，以下の諸性質について基準とした
ほとんど一致した. しかし melezitoseとcitrateの資
化性が陰性を示した菌株が3株 (K-31，K-32， K-33)認
められた. McClaryの acetate寒天培地5)による子嚢胞
子形成試験により， K-31および K-33の子嚢中には 1
個の胞子が0.5%の割合で認められたが，D. hanseniiの
基準に用いた菌株である IFO-0015株および IFO-0017株
やその他の菌株では認められなかった.子嚢胞子形成条
件の検討は今後の謀題である.これら10菌株はいずれも
皮膜を形成したので，糠j責熟成後期に糠床上に形成され
る皮膜の主体となる酵母と恩われた.
②グループ2: Pich叫 ohmeriと同定された.
IFO-0015および IFO-00l7株と比較した
①高濃度グルコース存在下における発酵能
20% (w/v)および40%(w/v)のグルコースを含む
YEPD培地で K-31株と D.加nse判iIFO-00l5株および
IFO-0017株の各菌株を静置培養し，それらの増殖とエタ
ノール生成量を比較した.その結果を Fig.3に示した.
培養10日まではどちらのグルコース濃度でも K-31株の
増殖が最も良かったが，グルコース濃度20%(w/v)で
は15日目で IFO-0015株の方が良〈増殖した IFO-0017
株はいずれのグルコース濃度においても増殖は良くな
かった.このことは，同じ種の酵母でも浸透圧適応能が
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日までのエタノール生成量はわずかだった(約0.4%
(v/v) )が 5日日以後に活発に生成し. 20日目にはエ
タノール濃度は約 8% (v/v)に達した.この生成量は
ワイン酵母 Saccharomycescerevisiae var. ellitsoideus OC-2 
株を同じ条件で培養したときのエタノール生成量とほぼ
同じ (7.5%(v/v) )であった. グルコース濃度40%
(w/v)で培養したときは. K-31株は1.3%(v/v)のエタ
ノールしか生成しなかったが，同じ条件で OC-2株は
5.0% (v/v)のエタノールを生成し，高いグルコース濃
度における発酵能には両者に違いが認められた.
IFO-0017株の両菌株はいずれのグルコース濃度において
も，ほとんとεエタノールを生成しなかった(両菌株とも
1 %未満).この結果から K-31株はエタノール生成能の
高い菌株であることがわかった.
D. hans仰 iはグリセロールやアラビトールなどを生
成し浸透圧調節を行う 11-13)ことが知られていることか
ら. K-31株のポリオール生成量を調べた. YEPD培地で
の培養15日目の培地中のグリセロール及びアラビトール
濃度を Table2に示した.グルセロール発酵能は，グリ
コース20%(w/v)培地において K-31株の方が IFO-00l5
株および IFO-00l7株に比べ，わずかに低いが，アラビ
トール発酵能はいずれのグルコース濃度においても
K-31株の方が高い傾向を示した.アツミカブの糠漬に
おいて D.hanseniiの生産するエタノール及びポリオー
ルが旨味の形成に関与していることが示唆されるが，高
塩分濃度での旨味成分の生成及び風味形成については今
後検討する必要がある.
②菌体の糖組成
酵母菌株の同定の補助的データとして菌体に含まれる
糖組成が記載されている4) グルコース 2% (w/v)を含
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Fig. 3. Growth (A. B) and ethanol product即 1(C， 
D) of D. har山昨日 inYEPD-medium contain. 
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異なることを示している.分離された D.hans仰 nの分
離菌株10株のすべてが K-31株とほぼ同様に増殖した
(結果は示さなかった)ことから，糠床には高い浸透圧
耐性を有する菌株が生息していることが示唆された.グ
ルコース20%(w/v)での培養では. K-31株の培養 5日
Table 2. Extracellular concentrations of glycerol and arabitol in D. hansenii 
grown at two different external glucose concentrations 
Arabitol (g/l) Glycerol (g/l) 
Concentration of glucose in medium (%) 
40 
K-31 
IFO-0015 
IFO-00l7 
0.91 
0.75 
0.25 
20 
2.26 
1. 79 
0.82 
40 
4.98 
4.67 
4.90 
20 
5.87 
6.09 
8.07 
Strain 
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Table 3. Cellular sugar compositions of D. hanseni grown in modified 
Burl王holder'smedium. 
Contents (mg/100 mg cel) 
Glucose Mannose Arabitol Galactose 
K-31 
IFO-0015 
IFO-0017 
N. D. : Not detected 
24.6 
28.4 
2l.1 
む Burkholder改変培地6)により培養した K-31株と
IFO-0015株および IFO-00l7株の菌体の構成糖の分析結
12.0 
12.0 
13.2 
19.2 
10.8 
1l.8 
謝
N. D 
N. D 
N. D 
辞
果を Table3に示した. Stewart-Tullら14)は，D. hanse. この研究の一部は，昭和59年度山形大学特定研究「塩
niiの細胞皇室にはマンノースとグルコースが含まれてい 蔵疏菜食品の製造における成分変化とその制御に関する
ることを示している.ここでは全菌体をそのまま分析し 研究」経費によって行われた.
たために，どの菌株からもアラピトールが検出され，
K-31株は IFO-0015株および IFO-0017株より高い含量を
示した.アラピトールは主として細胞質内に含まれる代
謝産物と思われるが，アラピトールの存在部位を明かに
するためには細胞壁と細胞質に分画して測定する必要が
ある.これらの結果から K-31株は高いアラビトール
発酵能を有しており，細胞質内にこのポリオールを比較
的豊富に保持しているものと思われた.
摘 要
l.アツミカブ糠漬熟成過程の菌叢と発酵生成物およ
び糠床からの酵母分離菌株の諸性質から，この糠漬の旨
味は，主成分である乳酸菌が生産する乳酸による酸味と
D 加別問iが生産するポリオールによる甘味と，その
ほかの発酵生成物であるエタノールや種々の有機酸とカ
ブおよび糠に含まれる成分の相互作用によるものと恩わ
れた.
2.糠床中の菌叢は， 20日間の熟成過程で変化し，乳
酸菌は糠床熟成の初期に増加し，その後の熟成過程をと
おして菌数は高レベルに保たれた.グラム陰性細菌は糠
床熟成の初期に増加し，その後急速に減少した.酵母は
糠床熟成の初期および後期に増加する傾向を示したが，
特定の属の交代現象が認められた.糠床中で優勢な酵母
種は D.hanseniiであり，熟成過程を通じて糠床から分
離された.
3. D. ha叫S側“の分離菌株は，エタノールとアラピ
トール発酵能に優れた性質を有していた.
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